(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propri£t6 
Intellectueile 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
31 janvier 2002 (31.01.2002) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 02/08295 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C08B 37/10, A61K 31/727 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR0 1/02332 

(22) Date de depot international: 18juillet 2001 (18.07.2001) 

(25) Langue de d£pdt : francais 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la prior ite : 

00/09572 21 juillet 2000 (21.07.2000) FR 

(71) D6posant : AVENTIS PHARMA S.A. [FR/FR]; 20 Av- 
enue Raymond Aran, F-92160 ANTONY (FR). 

(72) Inventeurs: DIAZ, Jacques; 24 bis rue des Paiclairs, 
F-94170 LE PERREUX-SUR-MARNE (FR). PECQUET, 
Christelle; 18 rue Lavoisier, F-93130 NOISY LE SEC 
(FR). PERRIN, Elisabeth; 23 rue Poitcvin, F-27000 
EVREUX (FR). VISKOV, Christian; 3 rue du Beam, 
F-91 130 RIS ORANGIS (FR). 



(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL, 
TJ, TM, TR, IT, TZ, UA, UG, UZ, VN, YU, ZA, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

— avant I 'expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont 
recues 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
Hons, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(74) Mandataire : ROUSSEAU, Pierrick; AVENTIS 
PHARMA S.A., Direction Brevets, 20 Avenue Raymond 
Aron, F-92 1 65 ANTONY CEDEX (FR). 



(54) Title: HEPARIN-DERIVED POLYSACCHARIDE MIXTURES, PREPARATION METHOD AND PHARMACEUTICAL 
COMPOSITIONS CONTAINING SAME 

IT) 

JC| (54) Titre : MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES D'HEPARINE, LEUR PREPARATION ET LES COMPOSI- 

00 TIONS PH A RM ACEUTIQUES LES CONTENANT 

© 

(57) Abstract: The invention concerns heparin-derived polysaccharide mixtures, their preparation method and pharmaceutical com- 
© positions containing them 

O 

(57) Abregl : La prescntc invention concemc des melanges de polysaccharides derives d'heparine, lcur proedde de preparation et 
^ les compositions pharmaceutiques les contenant. 



WO 02/08295 



1 



PCT/FR01/02332 



MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES DUEPARINE, LEUR 
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS PHARMACEUTIOUES LES 

CONTENANT 

La presente invention concerne des melanges de polysaccharides derives dTieparine, 
5 leur proc&ie de preparation et les compositions pharmaceutiques les contenant. 

LTiSparine est un melange de mucopolysaccharides sulfates d'origine animate, utilis<§e 
notamment pour ses proprietes anticoagulantes et antithrombotiques. 

L'heparine presente cependant des inconvenients qui limitent les conditions de son 
utilisation. En particulier, son activite anticoagulante (activite anti-Ha) importante 
10 peut occasionner des hemorragies. 

Des heparines de bas poids moleculaire obtenues par depolymerisation basique 
d f esters dli6parine ont &6 proposes (EP40144); cependant ces produits ont encore 
une activity anti-Ha importante. 

L'invention est relative a des melanges de polysaccharides derives dteparine 
15 possedant une activite plus selective vis-a-vis du facteur X activ6 (facteur Xa) et du 
facteur II activ6 (facteur Ha) que TMparine. 

La presente invention a plus particulterement pour objet les melanges de 
polysaccharides sulfates possedant la structure generate des polysaccharides 
constitutifs de Sparine et presentant les caracteristiques suivantes : 

20 - ils ont un poids moleculaire moyen de 1500 a 3000 daltons, une activit6 anti-Xa de 
100 a 150 Ul/mg, une activite anti-IIa de 0 a 10 Ul/mg et un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-Ha superieur a 10, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motifs 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insature 2-O-sulfate a Tune de 
25 leurs extr6mit6s, 

sous forme d f un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 

Comme sel de m6tal alcalin ou alcalinoterreux, sont preferes les sels de sodium, 
potassium, calcium et magnesium. 
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Le poids moleculaire moyen est determine par chromatographic liquide haute 
pression en utilisant deux colonnes en s6rie par exemple celles commercialisees sous 
le nom de TSK G3000 XL et TSK G2000 XL. La detection est realisee par 
refractometrie. L'eluant utilise est du nitrate de lithium et le debit est de 0,6 ml/min. 
5 Le systeme est calibre avec des standards prepares par fractionnement de 
l'enoxaparine (AVENTIS) par chromatographic sur gel d'agarose-polyacrylamide 
(DBF). Cette preparation est realisee selon la technique decrite par Barrowcliffe et 
coll., Thromb. Res., 12, 27-36 (1977-78) ou D.A. Lane et coll., Thromb. Res., 12, 
257-271 (1977-78). Les resultats sont calcules k I'aide du logiciel GPC6 (Perkin 
10 Elmer). 

L f activit6 anti-Xa est mesuree par la methode amidolytique sur un substrat 
chromog&iique decrite par Teien et coll., Thromb. Res., 10, 399-410 (1977), avec 
comme &alon le premier &alon international des heparines de bas poids moleculaire. 

L'activite anti-Ha est mesur6e par la technique d6crite par Anderson L.O. et coll., 
15 Thromb. Res., 15, 53 1-541 (1979), avec comme etalon le premier 6talon international 
des heparines de bas poids moleculaire. 

De preference, les melanges tels que decrits plus haut presentent une activite anti Xa 
comprise entre 125 et 150 Ul/mg. 

Tout particulierement les melanges tels que d6crits plus haut presentent une activite 
20 anti Xa comprise entre 140 et 150 Ul/mg et ont un poids moleculaire moyen compris 
entre 2000 et 3000 dalton 

De preference, les melanges selon Tinvention ont une activite anti-Ha de 0 k 5 Ul/mg. 

Encore plus preferentiellement, les melanges presentent un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-Ha superieur a 25. 

25 Les melanges ^oligosaccharides selon Tinvention peuvent etre prepares par 
d6polymerisation d ! un sel ^ammonium quaternaire de Tester benzylique de l'heparine 
en milieu organique, au moyen d'une base organique forte de pka sup6rieur a 20 ou 
d'imidazolate de sodium, transformation du sel d ! ammonium quaternaire de Tester 
benzylique de Theparine d6polymerisee en sel de sodium, saponification de Tester et 

30 eventuellement purification. 
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Le sel d'ammonium quatemaire de Pester benzylique de l'heparine est de preference le 
sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de c6tyltrimethylainmoniiim. 

La depolym6risation s ! effectue generalement au sein d f un solvant organique inerte tel 
qu'un solvant chlore (dichloromethane par exemple), le tetrahydrofurane, l'anisole, a 
5 une temperature de -20°C a 40°C. 

Comme base organique forte de pka sup&ieur a 20, on peut utiliser le 1,5,7- 
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, la 24ert-butylimino-2-diethylamino- 1 ,3- 

dimethylperhydro-l,3,2-diazaphosphorine, les bases de la famille de la guanidine et 
des phosphazenes. 

10 Les bases de la famille des guanidines sont de preference celles de formule : 



dans laquelle R Y est hydrogene ou alkyle, R 2 , R 3 , R4 et R 5 identiques ou differents 
representent chacun un radical alkyle. 

Plus particulterement, R x est hydrogene et R 2 , R 3 , R4 et R 5 sont des radicaux methyle. 

15 Les bases organiques fortes apparentees a la famille des phosphazdnes sont definies 
par exemple selon R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. Int Ed . Engl. 26, 1167- 
1 169 (1987), R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. 105, 1420 (1993). 

Parmi les bases de la famille des phosphazenes on utilise, de preference, celles de 




R1 



R4 



R3 



formule : 



R3 



Rl — N=P — N— R5 




20 



N— R6 
/ 
R7 



dans laquelle les radicaux Rj k R 7 sont identiques ou differents et representent des 
radicaux alkyle. 
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Dans les fonnules pr6cedentes, les radicaux alkyle contiennent 1 a 6 atomes de 
carbone en chaine droite ou ramifiee. 

Avantageusement, le rapport en mole base organique forte de pka superieur a 20 ou 
imidazolate de sodium/sel d'ammonium quaternaire de Tester benzylique de Theparine 
5 est compris entre 0,2 et 5 et, de preference, entre 1 et 4. 

Plus particulierement, le taux d'esterification du sel d'ammonium quaternaire de Tester 
benzylique de Theparine est compris entre 50 et 100% et, de preference, entre 70 et 
90%. Ce taux d'esterification correspond au pourcentage molaire d'est&ification des 
acides uroniques de Th6parine. 

10 La transformation du sel d'ammonium quaternaire de Tester benzylique de Wieparine 
depolymerisee en sel de sodium est effectuee, genSralement, par traitement du milieu 
reactionnel avec une solution alcoolique d'acetate de sodium et, de preference, avec 
une solution k 10% d'acetate de sodium dans le methanol (poids/volume), k une 
temperature comprise entre 15 et 25°C. L'equivalent en poids d'ac&ate ajout£ est 

15 preferentiellement 3 fois superieur k la masse de sel d'ammonium quaternaire de 
Tester benzylique de Theparine engage dans la reaction de depolymerisation. 

La saponification s'effectue generalement au moyen d'un hydroxyde de m&al alcalin 
tel que la soude, la potasse, Thydroxyde de lithium, en milieu aqueux, k une 
temperature comprise entre 0 et 20°C et, e preference, entre 0 et 10°C. On utilisera de 
20 fafon generate de 1 a 5 equivalents molaires d'hydroxyde de m&al alcalin. De 
preference, la saponification sera realisee en pr6sence de 2 a 3 equivalents molaires 
d'hydroxyde de m&al alcalin. 

Le produit final peut eventuellement etre purifie par toute methode connue de 
purification des heparines depolymerisees et notamment selon la methode decrite 
25 dans le brevet EP 0037319. De pr6ference, on purifie au moyen de peroxyde 
d'hydrogene, en milieu aqueux, k une temperature de 10 a 50°C. De preference, cette 
operation sera realisee entre 20 et 40°C. 

Le sel d'ammonium quaternaire de Tester benzylique de Theparine peut Stre prepare 
selon le schema reactionnel suivant : 

30 a) transformation de Theparine sous forme de sel de sodium au moyen du chlorure de 
benzethonium pour obtenir Theparinate de benzethonium, 
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b) esterification du sel de benzethonium obtenu prec6demment au moyen du chlorure 
de benzyle et traitement par une solution alcoolique d'acetate de sodium pour obtenir 
le sel de sodium de Tester benzylique de Theparine, 

c) transalification du sel de sodium de Tester benzylique de Theparine en sel 
5 d'ammonium quaternaire et, de preference en sel de benzethonium, de 

cetylpyridinium ou de cetyltrim^thylammonium, 

La reaction de Tetape a) est realis6e en milieu aqueux, par action du chlorure de 
benzethonium en exces, sur Theparine sous forme de sel de sodium, a une temperature 
voisine de 15 a 25°C. De maniere avantageuse, le rapport molaire chlorure de 
10 benzethonium/heparine sous forme de sel de sodium est compris entre 2 et 3 et plus 
particulierement 2,5. 

L'heparine sous forme de sel de sodium de depart utilisee est de preference une 
heparine de pore. Celle-ci peut etre prealablement purifiee pour diminuer son taux de 
dermatane sulfate selon le procede decrit dans le brevet FR2663639. 

15 L ? esterification de Tetape b) s'effectue de preference au sein d f un solvant organique 
chlore (chloroforme, chlorure de methylene par exemple), a une temperature comprise 
entre 25 et 45°C et, de preference entre 30 et 40°C. Tester sous forme de sel de 
sodium est ensuite recupere par precipitation au moyen d'acetate de sodium 4 10% en 
poids/volume dans un alcool tel que le methanol. On emploie generalement 1 a 1,2 

20 volume d ! alcool par volume de milieu reactionnel. La quantite de chlorure de benzyle 
et le temps de reaction sont adaptes pour obtenir un taux d'esterification compris entre 
50 et 100% et, de preference, entre 70 et 90%. De fa9on preferentielle, on utilise 0,5 
4 1,5 partie en poids du chlorure de benzyle pour 1 partie en poids du sel de 
benzethonium de Theparine. De meme, de fa? on preferentielle, le temps de reaction 

25 sera compris entre 10 et 35 heures. 

La transalification de Tetape c) s'effectue au moyen d'un chlorure d'ammonium 
quaternaire et, de preference, au moyen de chlorure de benzethonium, de chlorure de 
cetylpyridinium ou de chlorure de cetyltrimethylammonium, en milieu aqueux, 4 une 
temperature comprise entre 10 et 25°C. De maniere avantageuse, le rapport en mole 
30 chlorure ^ammonium quaternaire/sel de sodium de Tester benzylique de Theparine est 
compris entre 2 et 3. 
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Les melanges selon l'invention sous forme de sel de sodium, peuvent etre transform^ 
en un autre sel d'un m6tal alcalin ou alcalinoterreux. On passe eventuellement d'un 
sel a l'autre en utilisant la methode decrite dans le brevet US4168377. 

Les melanges selon Pinvention ne sont pas toxiques et peuvent ainsi etre utilises 
5 comme medicaments. 

Les melanges de la presente invention peuvent etre utilises comme agents 
antithrombotiques. En particulier, Us sont utiles pour la prevention des thromboses 
veineuses, des accidents thrombotiques arteriels, notamment dans le cas d'infarctus du 
myocarde. lis sont egalement utiles dans la prevention et le traitement de la 
10 proliferation des cellules musculaires lisses, Tangiogenese, et comme agent 
neuroprotecteurs de Tath6roscl6rose et de Tarteriosclerose. 

La presente invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques 
contenant comme principe actif un melange de polysaccharides selon Tinvention 
eventuellement en association avec un ou plusieurs excipients inertes. 

15 Les compositions pharmaceutiques sont par exemple des solutions injectables par 
voie sous-cutan6e ou intraveineuse. Elles sont egalement utiles par voie pulmonaire 
(inhalation). 

La posologie peut varier en fonction de l'age, du poids et de Mat de sante du patient. 
Pour un adulte, elle est en general comprise entre 20 et 100 mg par jour par voie 
20 intramusculaire ou sous-cutanee. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention. 

EXEMPLE A : PREPARATION DU SEL DE BENZETHONIUM DE L f ESTER 
BENZYLIQUE DE L'HEPARINE 

Heparinate de benzethonium 

25 A une solution de 10 g d f heparine sous forme de sel de sodium dans 100 ml d'eau a 
une temperature voisine de 20°C > on ajoute une solution de 25 g de chlorure de 
benz6thonium dans 125 ml d'eau. Le produit est filtr£, lave a l'eau et sech6. 

Ester benzylique d'heparine (sel de sodium) 
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A une solution de 20 g d f heparinate de benzethonium dans 80 ml de chlorure de 
methylene, on ajoute 16 ml de chlorure de benzyle. La solution est chauffee a une 
temperature de 30°C pendant 12 heures. On ajoute alors 108 ml d'une solution a 10% 
d'acetate de sodium dans le methanol filtre, lave au methanol et seche. On obtient 
5 ainsi 7,6 g d'ester benzylique d'heparine sous forme de sel de sodium dont le taux 
d'esterification est de 77%. 

Ester benzylique d'heparine (sel de benzethonium) 

Dans un erlenmeyer A de 2 litres, on introduit 36 g (0,0549 mole) d'ester benzylique 
d'heparine (sel de sodium) et 540 ml d'eau distillee. Apres homogen&sation a une 

10 temperature d'environ 20°C, on obtient une solution jaune pale. Sous agitation 
magnetique, on prepare dans un erlenmeyer B de 1 litre, une solution de 64,45 g 
(0,1438 mole) de chlorure de benzethonium et de 450 ml d f eau. La solution de 
Terlenmeyer B est coulee en environ 35 minutes dans la solution de I'ernenmeyer A 
sous agitation. On observe la formation d'un pr£cipite blanc abondant. L'erlenmeyer B 

15 est rinc6 avec 200 ml d'eau distillee et 1'eau de lavage est introduite dans l'erlenmeyer 
A. L'agitation est alors arretee et on laisse deposer la suspension pendant 12 heures. 
La partie limpide du surnageant est prelevee et ecartee. Sur le pr^cipite s6dimente 
(aspect de bouillie), on ajoute 560 ml d'eau et on agite pendant 20 minutes. On laisse 
re-sedimenter le precipite en 30 minutes environ. Le surnageant est preleve et ecarte 

20 (560 ml). Sur le precipite sedimente, on renouvelle deux fois cette operation de lavage 
par environ 560 ml d'eau distillee. Dans la derniere operation de lavage, on laisse le 
precipite en suspension et on filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau est ensuite lave par 4 
fois 200 ml d'eau distillee. Le solide blanc humide est essore puis s6che sous pression 
reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on 

25 obtient 87,5 g d'ester benzylique d'heparine, sel de benzethonium. Le rendement 
obtenu est de 94,9%. 

EXEMPLE 1 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
30 agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique d'heparine (taux 
d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans l'exemple A. 
Apres dissolution complete, on ajoute 1,32 g (0,00948 mole) de 1,5,7- 
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triazabicyclo[4A0]dec-5-ene. On agite a une temperature voisine de 20°C, pendant 
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, 
une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation 
magn&ique, le melange reactionnel de Terlenmeyer A est coule dans la solution 
5 methanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune g&atineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arret6e et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du sumageant est prelev6e et ecartee (62 ml). Sur le pr6cipit6 
s6dimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant 

10 est prelev<§ et 6cart6 (49 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol 
et on agite pendant 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtrS sur Verre 
Fritte 4. Le gateau jaune d ! or obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le 
solide humide est essore puis sech6 sous pression r6duite (2,7 kPa), a une temperature 
voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,21 g d'heparine 

15 dSpolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

Saponification : 

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 1,21 g (0,0018 mole) de l'hSparine 
d6polym6risee (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue precedemment et 11 ml 
d'eau. Sous agitation magnetique, on introduit 0,18 ml (0,0018 mole) de lessive de 

20 soude a 30%. Apres addition, le melange est refroidi k 4°C et agit6 pendant 2 heures. 
On ajoute 1,43 g de NaCl et on neutralise la solution par ajout d'HCl a lmole/1 
(14 ml). Le melange est transvas6 dans un erlenmeyer de 100 ml et 52 ml de methanol 
sont ajout&s. On observe la formation d T un precipite jaune. L'agitation est alors arretee 
et on laisse sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 

25 20°C. Le sumageant est ensuite preleve puis ecarte (44 ml). Sur le precipit6 sedimente 
(aspect de bouillie jaune), on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. On laisse re-s6dimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant 
est preleve et ecart6 (21 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 25 ml de methanol 
et on agite pendant 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre 

30 Fritte 3. Le gateau jaune clair obtenu est ensuite lave par 2 fois 10 ml de methanol. Le 
solide humide est essor6 puis s6che sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature 
voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 0,66 g d ! h6parine 
depolymerisee brute (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 60%. 
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Purification : 

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introduit 0,66 g d'heparine d6polymeris6e brute 
obtenue precedemment et 5,9 ml d'eau distillee. Le melange est porte a 40°C sous 
agitation magnetique. Par addition de soude a 0,1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10 
5 et on ajoute 33 microlitres d'une solution aqueuse de peroxyde d'hydrogene a 30%. 
Apres environ 2 heures d'agitation, on ajoute 0,65 g de chlorure de sodium. Le 
melange est ensuite neutralise par ajout d ! HCl a 0,lmole/l. La solution est ensuite 
filtr^e et tranvasee dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 23,3 ml de methanol. On 
observe la formation d'un precipite blanc. L'agitation est alors arretee et on laisse 

10 sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 20°C. Le 
surnageant est ensuite pr61ev6 puis 6cart6 (5 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de 
bouillie), on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re- 
sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le surnageant est preleve et <§cart6 (5 ml). 
Sur le precipite sediments, on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 

15 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau 
blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 5 ml de methanol. Le solide humide est essore 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 
12 heures de sechage, on obtient 0,51 g d f un melange purifie de polysaccharides (sel 
de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

20 Les caracteristiques de ce melange sont les suivantes : 

Poids mol6culaire moyen : 1600 daltons 

Activite anti-Xa : 94 Ul/mg 

Activit6 anti-Ea : < 0,1 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : > 100 
25 EXEMPLE 2 

Depolym^risation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 100 ml, on introduit 70 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 10 g (0,00595 mole) d'ester benzylique d f heparine 
(taux d f esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme d^crit dans 
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l'exemple A. Apres dissolution complete, on ajoute 1,7 ml (0,00587 mole) de 2-tert- 
butylimino-2-chethylammo4 5 3-dime A une 

temperature voisine de 20°C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, 
5 une solution de 30 g d'acetate de sodium dans 300 ml de methanol. Sous agitation 
magnetique, le melange reactionnel de l'erlenmeyer A est couie dans la solution 
m&hanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune gelatineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du surnageant est prelevee et ecartee (204 ml). Sur le 

10 precipit^ sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 125 ml de methanol et on 
agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le 
surnageant est preleve et 6cart6 (162 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 125 ml 
de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite gelatineux en suspension est 
ensuite filtrS sur Verre Fritte 3. Le gateau gelatineux jaune obtenu est ensuite lave par 

15 2 portions de 63 ml de methanol. Le solide gelatineux est essore puis seche sous 
pression reduite (2,7 kPa), k une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de 
sechage, on obtient 3,34 g d'hSparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). 
Le rendement obtenu est de 85,3%. 

Saponification : 

20 On saponifie 1,67 g d f h6parine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le procede de saponification decrit dans Texemple 1. On 
obtient 0,94 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodium) est de 61%. 

Purification : 

25 On purifie 0,94 g d ? heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon le procede de purification decrit dans Texemple 1. On obtient 0,71 g 
d ! une poudre blanche. Le rendement est de 75,5%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu pr6sente les 
caracteristiques suivantes : 

30 Poids moleculaire moyen : 2500 Daltons 

Activite anti-Xa : 146,6 Ul/mg 
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Activity anti-IIa : 2,15 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 68 

EXEMPLE 3 

D6polymerisation et transformation en sel de sodium : 

5 Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique dTieparine (taux 
d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu selon Texemple A. Apres 
dissolution complete et refroidissement a 2°C, on ajoute 0,333 g (0,00239 mole) de 
l,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene. A une temperature voisine de 20°C, on laisse la 

10 reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on 
prepare k 4°C dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 
120 ml de methanol. Sous agitation magn&ique, le melange reactionnel de 
Terlenmeyer A est coute dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un 
pr6cipite jaune apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la 

15 suspension pendant une heure. La partie limpide du surnageant est prelevee et 6cartee 
(90 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de 
methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 
30 minutes environ. Le surnageant est pr£leve et ecarte (61 ml). Sur le precipite 
sediment6, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite 

20 en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu est ensuite lave 
par 2 fois 25 ml de methanol. Le solide humide est essore puis s6ch6 sous pression 
reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apr6s 12 heures de sechage, on 
obtient 1,19 g d'heparine depolym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium). Le solide 
est jaune intense. Le rendement obtenu est de 75,9%. 

25 Saponification : 

On saponifie 1,19 g d ? h6parine d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium) 
pr6c6demment obtenue selon le procede de saponification decrit dans Texemple L On 
obtient 0,78 g d ! une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodium) est de 71,5%. 

30 
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Purification : 

On purifie 0,78 g cTheparine depolym&isee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon la m6thode de purification decrite dans Texemple 1. On obtient 0,58 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 72,5%. 

5 Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2700 Daltons 

Activite anti-Xa : 100,1 Ul/mg 

Activity anti-Ha : 3,3 Ul/mg 

10 Rapport activite anti-Xa/activite anti-Ha : 27,3 

EXEMPLE 4 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique de l ! heparine 

15 (taux d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans 
Texemple A. Apres dissolution complete et h 2°C, on ajoute 0,6 ml (0,00222 mole) de 
24ert-butylimino-tris(dim6thylamino)phosphorane. A une temperature voisine de 
0°C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. 
Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g 

20 d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation magn&ique, le melange 
reactionnel de Terlenmeyer A est coule dans la solution mdthanolique d'acetate de 
sodium. Un prteipite jaune gelatineux quasi-translucide apparait. L f agitation est alors 
arret6e et on laisse decanter la suspension pendant une heure. La partie limpide du 
surnageant est prelevee et 6cart6e (108 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de 

25 bouillie jaunatre), on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On 
laisse re-s6dimenter le precipite 30 minutes environ. Le surnageant est preleve et 
6carte (60 ml). Sur le precipite s£diment6, on ajoute 50 ml de methanol et on agite 
pendant 20 minutes. Le precipite blanc jaunatre en suspension est ensuite filtr6 sur 
Verre Fritt6 4. Le gdteau obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le 
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solide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine 
de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,22 g dTieparine depolymerisee 
(ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,8 %. 

Saponification : 

5 On saponifie 1,22 g dTieparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
pr6c6demment obtenue selon le protocole de saponification decrit dans l'exemple 1. 
On obtient 0,69 g d'une poudre jaune tr&s clair. Le rendement en heparine 
depolymerisee brute (sel de sodium) est de 61,6%. 

Purification : 

10 On purifie 0,69 g d'heparine depolym6ris£e brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon le protocole de purification decrit dans l'exemple 1. On obtient 0,67 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 97,1%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caract&istiques suivantes : 

15 Poids moleculaire moyen : 2900 Daltons 

Activite anti-Xa : 145,2 Ul/mg 

Activite anti-Ha : 4,5 Ul/mg 

Rapport activity anti-Xa/activite anti-Ha : 32,6 

EXEMPLE 5 

20 Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un ballon A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous agitation, on 
charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'heparinate de benzyle (taux d'esterification : 
77%, sel de benz&honium). Apres dissolution complete et a 40°C, on ajoute 0,95 g 
(0,00949 mole) d f imidazolate de sodium. Au reflux du dichloromethane, on laisse la 
25 reaction se poursuivre pendant environ 4 heures. Pendant ce temps, on prepare a 4°C 
dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d f ac£tate de sodium dans 120 ml de 
methanol. Sous agitation magnetique, le melange reactionnel de l'erlenmeyer A est 
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coule dans la solution m6thanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune 
g61atineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter 
la suspension pendant une heure. La partie limpide du sumageant orange est prelevee 
et ecartee (88 ml). Sur le pr6cipit6 s6diment6 (aspect de bouillie orange), on ajoute 
5 50 ml de m6thanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le 
pr6cipite 30 minutes environ. Le surnageant est prelev6 et 6carte (51 ml). Sur le 
precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le 
precipite orange en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu 
est ensuite lav6 par 2 fois 25 ml de methanol. Le solide est essore puis s6ch6 sous 
10 pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Aprds 12 heures de 
sechage, on obtient 1,34 g d'heparine dSpolym&isee (ester de benzyle, sel de sodium). 
Le rendement obtenu est de 76,6%. 

Saponification : 

On saponifie 1,2 g d ! h6parine d6polymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
15 pr6c6demment obtenue selon le protocole de saponification decrit dans Texemple 1. 
On obtient 0,63 g d'une poudre beige. Le rendement en heparine d6polym6risee brute 
(sel de sodium) est de 52,5%. 

Purification : 

On purifie 0,63 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precSdemment 
20 obtenue selon la methode de purification decrite dans Texemple 1. On obtient 0,42 g 
d'une poudre blanc beige. Le rendement est de 66,7%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caract6ristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2250 Daltons 

25 Activite anti-Xa : 134,5 Ul/mg 

Activite anti-IIa : 1,5 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-Ha : 90,5 
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EXEMPLE 6 

D6polymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
5 d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme d6crit dans Texemple A. 
Apres dissolution complete, on ajoute 1,33 g (0,00956 mole) de 1,5,7- 
triazabicyclo[4.4.0]dec-5ene. On agite a une temperature voisine de 20°C, pendant 3 
heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, une 
solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation 

10 magn&ique, le melange reactionnel de l'erlenmeyer A est coute dans la solution 
m6thanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune g&atineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arrets et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du surnageant est prelevee et ecartee (56 ml). Sur le precipite 
sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 60 ml de methanol et on agite pendant 

15 20 minutes. On laisse re-sedimenter le prdcipite 30 minutes environ. Le surnageant 
est preleve et ecarte (70 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol 
et on agite pendant 15 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtr6 sur Verre 
Fritte 4. Le gateau jaune d'or obtenu est ensuite lave par 2 fois 50 ml de methanol. Le 
solide humide est essore puis seche sous pression r<§duite (2,7 kPa), a une temperature 

20 voisine de 60°C. Apres 12 heures de s<§chage, on obtient 0,92 g d'heparine 
depolym6risee (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 64 %. 

Saponification : 

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 0,92 g (0,0014 mole) de Wieparine 
depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue precedemment et 17,5 ml 

25 d f eau. Sous agitation magn&ique, on introduit 0,38 ml (0,00379 mole) de lessive de 
soude k 30%. Apres addition, le melange est maintenu a une temperature voisine de 
20°C et agite pendant 5 heures. On ajoute 1,8 g de NaCl et on neutralise la solution 
par ajout d'HCl a concentre (volume final de la solution environ 18 ml). Le melange 
est transvase dans un erlenmeyer de 100 ml et 46 ml de methanol sont ajoutes. On 

30 observe la formation d'un precipite jaune. L'agitation est alors arretee et on laisse 
sedimenter la suspension pendant 12 heures k une temperature voisine de 20°C. Le 
surnageant est ensuite preleve puis ecarte (52 ml). Sur le pr6cipit6 sedimente (aspect 
de bouillie jaune), on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On 
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laisse re-sedimenter le precipite 1 heure environ. Le surnageant est preleve et ecarte 
(27 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 1 
heure environ. Le precipe en suspension est ensuite filtr6 sur Verre Fritte 4. Le 
gateau obtenu est ensuite lave par 2 fois 10 ml de methanol. Le solide humide est 
5 essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. 
Apres 3 heures de sechage, on obtient 0,42 g d ! heparine depolym6risee brute (sel de 
sodium). Le rendement obtenu est de 45,6 %. 

Purification : 

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introduit 0,42 g d ! h6parine depolym6ris6e brute 

10 obtenue precedemment et 3,8 ml d'eau distillee. Le melange est porte a 38°C sous 
agitation magn&ique. Par addition de soude a 0,1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10 
et on ajoute 25 microlitres dune solution aqueuse de peroxyde d'hydrog&ne h 30%. 
Apres environ 2 heures 30 minutes d'agitation, on ajoute 0,5 g de chlorure de sodium. 
Le melange est ensuite neutralist par ajout d ! HCl a 0,lmole/l. La solution est ensuite 

15 filtr6e et tranvas6e dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 11,3 ml de methanol. On 
observe la formation d'un precipite blanc. L'agitation est alors arret6e et on laisse 
sedimenter la suspension pendant 12 heures & une temp6rature voisine de 20°C. Le 
surnageant est ensuite preleve puis ecarte (9,8 ml). Sur le precipite sedimente (aspect 
de bouillie), on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 15 minutes. On laisse re- 

20 sedimenter le precipite 3 heures environ. Le surnageant est preleve et ecarte (6,2 ml). 
Sur le precipite sediments, on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau 
blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 5 ml de methanol. Le solide humide est essore 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 

25 environ 2 heures 20 minutes de sechage, on obtient 0,39 g d'heparine depolymerisee 
pure (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 92,8%. 

Les caracteristiques de l ! h6parine depolym6ris6e ainsi obtenue sont les suivantes : 

Poids mol6culaire moyen : 1950 daltons 

Activite anti-Xa : 115,6 Ul/mg 

30 Activite anti-Ha : <2UI/mg 



Rapport activite anti-Xa/activite anti-Ha : > 57 
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EXEMPLE 7 

Depolymerisation et transfonnation en sel de sodium : 

Dans un reacteur A de 400 ml, on introduit 140 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 20 g (0,01 19 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
5 d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme dforit dans Texemple A. 
Apres dissolution complete, on mesure la teneur en eau du milieu reactionnel par la 
methode de Karl Fisher. La valeur obtenue est de 0,1% d'eau. On ajoute alors 3,5 ml 
(0,0121 mole) de 2-tert-butylimino-2^iethylai^ 

diazaphosphorine. A une temperature voisine de 25°C, on laisse la reaction se 

10 poursuivre pendant environ 24 heures. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un 
erlenmeyer B, une solution de 30 g d'acetate de sodium dans 300 ml de methanol 
Sous agitation magn6tique, la moitie du melange reactionnel du reacteur A est coule 
dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune g&atineux 
quasi-translucide apparait. Uagitation est maintenue pendant une heure et on laisse 

15 decanter la suspension pendant environ 12 heures a 4°C. La partie limpide du 
surnageant est prelevSe et ecartee (220 ml). Sur le precipite sediment^ (aspect de 
bouillie jaune), on ajoute 220 ml de methanol et on agite pendant 50 minutes. On 
laisse re-sedimenter le precipite 40 minutes environ. Le surnageant est preleve et 
ecarte (204 ml). Sur le precipite s6dimente, on ajoute 204 ml de methanol et on agite 

20 pendant 40 minutes. Le precipite g61atineux en suspension est ensuite filtre sur Verre 
Fritte 3. Le gateau g&atineux jaune obtenu est ensuite lave par 2 portions de 100 ml 
de methanol. Le solide gelatineux est essore puis seche sous pression reduite (2,7 
kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres environ 12 heures de s6chage, on 
obtient 2,6 g d'heparine d6polym6ris6e (ester de benzyle, sel de sodium). Le 

25 rendement obtenu est de 70,6 % (calculi sur la base de la moitie du milieu reactionnel 
trait6). 

Saponification : 

On saponifie 2,6 g d^parine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
prec6demment obtenue selon le precede de saponification decrit dans Texemple 1. On 
30 obtient 1,48 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en h6parine depolym6risee 
brute (sel de sodium) est de 62,9%. 

Purification : 
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Dans un erlenmeyer de 50 ml, on introduit 1,48 g d'heparine depolymerisee brute 
obtenue pr6c6demment et 15 ml d'eau distiltee. Le melange est porte a 40°C sous 
agitation magnetique. Par addition de soude a 1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10. 
La solution est filtree sur une membrane fitrante de porosite 1 pm. On ajoute ensuite 
5 76 microlitres d'une solution aqueuse de peroxyde d'hydrog£ne k 30%. Apres environ 
2 heures d'agitation, on ajoute 1,5 g de chlorure de sodium. Le melange est ensuite 
neutralise par ajout dHCl a lmole/L La solution est filtree sur une membrane fitrante 
de porosite 1 |jm. On coule 38 ml de methanol. On observe la formation d'un 
pr£cipit6 blanc. L'agitation est alors arret6e et on laisse sedimenter la suspension 

10 pendant 1 heures a une temperature voisine de 20°C. Le surnageant est ensuite 
prelev6 puis 6carte (37 ml). Sur le precipite, on ajoute 37 ml de methanol et on agite 
pendant 45 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 45 minutes environ. Le 
surnageant est preleve et ecarte (34 ml). Sur le pr6cipit6 sedimente, on ajoute 34 ml 
de methanol et on agite pendant 15 minutes. Le precipite en suspension est ensuite 

15 filtre sur Verre FrittS 3. Le gateau blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de 
methanol. Le solide humide est essore puis seche sous pression r6duite (2,7 kPa), a 
une temperature voisine de 60°C. Apr£s 12 heures de sechage, on obtient 1,29 g 
d'heparine depolymerisee pure (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 87,2%. 

L f heparine d6polym6risee purifiee (sel de sodium) obtenue pr6sente les 
20 caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2250 Daltons 

Activite anti-Xa : 149 ,6 Ul/mg 

Activity anti-IIa : 0,85 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 176 



25 
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REVENDICATIONS 

1 - Melanges de polysaccharides sulfates possedant la structure g&ierale des 
polysaccharides constitutifs de Theparine et pr6sentant les caracteristiques suivantes : 

- ils ont un poids moleculaire moyen de 1500 a 3000 daltons, une activite anti-Xa de 
5 100 a 150 Ul/mg, une activite anti-Ea de 0 a 10 Ul/mg et un rapport activite anti- 

Xa/activite anti-IIa superieur a 10, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motifs 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insature 2-O-sulfate a Tune de 
leurs extr6mit6s, 

10 sous forme d'un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 

2- Melanges selon la revendication 1 caracterise en ce que Tactivite anti Xa est 
comprise entre 125 et 150 Ul/mg 

3- Melanges selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce que l'activite anti Xa est 
comprise entre 140 et 150 Ul/mg et le poids moleculaire moyen est compris entre 

15 2000 et 3000 dalton 

4 - Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 sous forme de sel de 
sodium, de potassium, de calcium ou de magnesium. 

5 - Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ayant une activite anti- 
IIa de 0 a 5 Ul/mg. 

20 6 - Melanges selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 presentant un rapport 
activite anti-Xa/activite anti-Ea sup&ieur a 25. 

7 - Procede de preparation des melanges de la revendication 1 caracterise en ce que 
Ton depolymerise un sel d'ammonium quaternaire de Tester benzylique de Theparine 
en milieu organique, au moyen d ? une base organique forte de pka superieur a 20 ou 
25 d'imidazolate de sodium, transforme le sel d'ammonium quaternaire de Tester 
benzylique de Theparine depolymerisee en sel de sodium, saponifie Tester et 
eventuellement purifie le produit. 
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8 - Proced6 selon la revendication 7 pour lequel le sel d'ammonium quaternaire de 
Tester benzylique de Theparine est le sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de 
cetyltrimethylammonium. 

9 - Proc&te selon la revendication 7 pour lequel la base organique forte de pka 
5 superieur a 20 est choisie panni le l,5 3 7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene ? la 2-tert- 

butylimino-2-diethylamino-l 3 3-dimethylperhydro- les bases 

de la famiile de la guanidine et des phosphazenes, 

10 - Procede selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famiile des 
guanidines sont celles de formule : 



dans laquelle Ri est hydrogene ou alkyle, R 2 , R 3 , R4 et R 5 identiques ou difffrents 
represented chacun un radical alkyle, les radicaux alkyle ayant 1 a 6 atomes de 
carbone en chaine droite ou ramifiee. 

11 - Proced<§ selon la revendication 10 pour lequel R t est hydrogene et R 2 , R 3 , R4 et 
15 R 5 sont des radicaux methyle. 

12 - Proced6 selon la revendication 9 pour lequel les bases de la famiile des 
phosphazenes sont celles de formule : 



dans laquelle les radicaux R, a R 7 sont identiques ou diflfcrents et represented des 
20 radicaux alkyle contenant 1 k 6 atomes de carbone, en chaine droite ou ramifiee. 

13 - ProcedS selon Tune des revendications 7 £ 12 pour lequel le rapport en mole base 
organique forte de pka sup&ieur h 20 ou imidazolate de sodium/sel d f ammonium 
quaternaire de Tester benzylique de Theparine est compris entre 0,2 et 5. 




R1 



R4 



R3 



R3 
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14 - Procede selon Tune des revendications 7 a 13 pour lequel le sel d'ammonium 
quatemaire de Tester benzylique de Theparine a un taux d'esterification compris entre 
50etl00%. 

15 - Procede selon Tune des revendications 7 a 14 pour lequel la transformation du sel 
5 d ! ammonium quatemaire de Tester benzylique de Th6parine depolymerisee en sel de 

sodium est effectu6e par traitement du milieu reactionnel avec une solution alcoolique 
d'acetate de sodium. 

16 - Procede selon Tune des revendications 7 a 15 pour lequel la saponification 
s'effectue au moyen d ! un hydroxyde de m6tal alcalin. 

10 17 - ProcSde selon Tune des revendication 7 & 16 pour lequel la purification s'effectue 
au moyen de peroxyde dhydrogene. 

18 - Melanges tels que definis a Tune quelconque des revendications 1 a 6 a titre de 
medicaments . 

19 - Melanges tels que definis a Tune quelconque des revendications 1 k 6 a titre de 
1 5 medicaments antithrombotiques 

20 - Compositions pharmaceutiques comprenant en tant que principe actif un melange 
selon Tune des revendications 14 6. 
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